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実 施 例 １ ３ ８ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
上 述 の 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 ｐ ｈ ｒ ａ ｐ を 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン
サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を Ｄ Ｎ Ａ ５ ４ １ ９ ２ と 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ
Ａ ５ ４ １ ９ ２ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ き 、 １ ） 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 同 定 す る た め に 、 ま た ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ４ に 対 す る 全 長 コ ー ド 配 列 の ク ロ
ー ン を 単 離 す る た め の プ ロ ー ブ と し て の 使 用 の た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。
Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） を 合 成 し た ：
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 ５ ’ － Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ －
３ ’ （ 配 列 番 号 ： ４ ２ ５ ）
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 ５ ’ － Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ
Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ４ ２ ６ ）
さ ら に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ は 、 次 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ：
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ
５ ’ － Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ａ
Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ）
を 持 つ ５ ４ １ ９ ２ 配 列 か ら 作 成 し た 。
全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に 対 し て 数 種 の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ
リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 、 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン
グ し た 。 次 い で 、 ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ
イ マ ー の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ４ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 使 用
し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肝 臓 か ら 単 離 し た 。
上 述 の よ う に し て 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 （ こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ７ １ １ ５ ９
－ １ ６ １ ７ ［ Ｆ ｉ ｇ ３ ０ ５ 、 配 列 番 号 ： ４ ２ ３ ］ と 命 名 さ れ る ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ４ に 対 す る
全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ４ に 対 す る 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ４ の 全 コ ー ド 配 列 を Ｆ ｉ ｇ ３ ０ ５ （ 配 列 番 号 ： ４ ２ ３ ） に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ
Ｎ Ａ ７ １ １ ５ ９ － １ ６ １ ７ は 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ８ ２ － １ ８ ４ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位
を 有 し 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ６ ９ － ８ ７ １ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 有 す る 単 一 の

を 含 む 。 予 測 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ２ ９ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 Ｆ ｉ ｇ
３ ０ ６ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ４ タ ン パ ク 質 は 約 ２ ６ ， ６ ５ ０ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子
量 と 約 ８ ． ７ ６ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 さ ら な る 特 徴 は 、 ア ミ ノ 酸 約 ３ ２ － ５ ７ の Ｉ Ｉ 型 膜 貫 通
ド メ イ ン 、 お よ び ア ミ ノ 酸 約 ６ ８ － ７ １ 、 １ ２ ０ － １ ２ ３ 、 お よ び １ ３ ４ － １ ３ ７ の 潜 在
的 な Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 む 。
Ｆ ｉ ｇ ３ ０ ６ （ 配 列 番 号 ： ４ ２ ４ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｗ Ｕ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ 配 列 ア ラ イ ン
メ ン ト 分 析 法 を 使 用 し て の Ｄ ａ ｙ ｈ ｏ ｆ ｆ デ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン ３ ５ ． ４ ５ Ｓ ｗ ｉ ｓ
ｓ Ｐ ｒ ｏ ｔ ３ ５ ） の 解 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ４ ア ミ ノ 酸 配 列 と 次 の Ｄ ａ ｙ ｈ ｏ ｆ ｆ 配 列
： Ａ Ｆ ０ ５ ４ ８ １ ９ ＿ １ ，  Ｈ Ｓ Ａ Ｊ １ ６ ８ ７ ＿ １ ，  Ａ Ｆ ０ ０ ９ ５ １ １ ＿ １ ，  Ａ Ｂ ０ １
０ ７ １ ０ ＿ １ ，  Ｇ Ｅ Ｎ １ ３ ５ ９ ５ ，  Ｈ Ｓ Ａ Ｊ ６ ７ ３ ＿ １ ，  Ｇ Ｅ Ｎ １ ３ ９ ６ １ ，  Ａ Ｂ ０
０ ５ ９ ０ ０ ＿ １ ，  Ｌ Ｅ Ｃ Ｈ ＿ Ｃ Ｈ Ｉ Ｃ Ｋ ，  Ａ Ｆ ０ ２ １ ３ ４ ９ ＿ １ ，  及 び Ｎ Ｋ １ ３ ＿ Ｒ
Ａ Ｔ の 間 の 相 同 性 が 明 ら か に な っ た 。
ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７ １ １ ５ ９ － １ ６ １ ７ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ １
３ ５ が 付 さ れ て い る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ５ ７ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ５ ７ ８ 】
実 施 例 １ ７ ７ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に ｐ ｈ ｒ ａ ｐ を 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ５ ４ と 命 名 す る
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。 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ５ ４ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含
む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ １ の 全 長 コ ー ド 配 列 の ク ロ ー
ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。
次 の よ う に 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 合 成 し た ：
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 ５ ’ － Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ
Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ５ ２ ８ ）
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 ５ ’ － Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番
号 ： ５ ２ ９ ）
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 ５ ’ － Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ － ３ ’ （ 配 列 番
号 ： ５ ３ ０ ）
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 ５ ’ － Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ －
３ ’ （ 配 列 番 号 ： ５ ３ １ ）
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 ５ ’ － Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番
号 ： ５ ３ ２ ）
さ ら に 、 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー
ブ を コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ５ ４ 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ
５ ’ － Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ
Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ）
全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ
ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ
ー ニ ン グ し た 。 次 い で 、 ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て
Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ １ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。
上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ １ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
［ こ こ で は Ｄ Ｎ Ａ ４ ５ ４ １ ０ － １ ２ ５ ０ と 命 名 ］ （ 配 列 番 号 ： ５ １ ４ ） 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ １
の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
Ｄ Ｎ Ａ ４ ５ ４ １ ０ － １ ２ ５ ０ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を Ｆ ｉ ｇ ３ ２ ７ （ 配 列 番 号 ： ５ １ ４ ）
に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ５ ４ １ ０ － １ ２ ５ ０ は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ２ ６ － ２ ２ ８ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 ヌ ク レ オ チ ド
位 置 １ ５ １ ９ － １ ５ ２ １ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ Ｆ ｉ ｇ ３ ２ ７ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド 前 駆 体 は ４ ３ １ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ Ｆ ｉ ｇ ３ ２ ８ ） 。 Ｆ ｉ ｇ ３ ２ ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ
Ｏ ３ ６ １ タ ン パ ク 質 は 約 ４ ６ ， ８ １ ０ ダ ル ト ン の 推 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ４ ５ の ｐ Ｉ を 有 す
る 。 ま た 、 膜 貫 通 ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 ３ ８ ０ － ４ ０ ９ ） 及 び ア ル ギ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 フ ァ
ミ リ ー に 典 型 的 な 配 列 （ ア ミ ノ 酸 ３ － １ ４ 及 び ３ ９ － ５ ７ ） を 含 む 興 味 あ る 領 域 が Ｆ ｉ ｇ
３ ２ ８ に 示 さ れ て い る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ５ ４ １ ０ － １ ２ ５ ０ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ６ ２ １ が 付 与 さ れ た 。
全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ １ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ り 、 そ の 部 分 が ム チ ン 及 び ／ 又
は キ チ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 と 有 意 な 相 同 性 を 有 し て い る こ と が 示 唆 さ れ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ １ が 新
規 な ム チ ン 及 び ／ 又 は キ チ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し て い る 。
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